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BLOOD  PRESERVATION 

Summary   of  t h e   I n v e n t i o n  

T h i s   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to  a  m e t h o d   f o r   b l o o d  

p r e s e r v a t i o n .   More  p a r t i c u l a r l y ,   t h i s   i n v e n t i o n   r e l a t e s   t o  

a  m e t h o d   f o r   p r e s e r v i n g   b l o o d   or  r e d   b l o o d   c e l l s  

c h a r a c t e r i z e d ,   by  a d d i n g   t h e   b l o o d   or  r e d   b l o o d   c e l l s   in   a n  

a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o n t a i n i n g   o x a l i c  

a c i d   or  i t s   s a l t ,   and  to   a  c o m p o s i t i o n   to  be  u s e d   f o r   t h e  

p r e s e r v a t i o n   of  b l o o d   or  r e d   b l o o d   c e l l s .  

B a c k g r o u n d   A r t  

In  a n i m a l s   i n c l u d i n g   h u m a n ,   b l o o d   i s   e s s e n t i a l   to   t h e  

e n e r g y   m e t a b o l i s m   in  t i s s u e s   and  c e l l s .   E s p e c i a l l y ,   t h e  

r e d   b l o o d   c e l l   as  a  b l o o d   c o m p o n e n t   i s   e s s e n t i a l   to  t h e  

s u p p l y   of  o x y g e n   to   t i s s u e s   and  c e l l s .   A n i m a l s   w i t h  

e x c e s s i v e   b l e e d i n g   due  to   s u r g i c a l   o p e r a t i o n ,   t r a f f i c  

a c c i d e n t   and  t h e   l i k e   a r e   t h e r e f o r e   in   d a n g e r   of  d e a t h ,   a n d  

b l o o d   t r a n s f u s i o n   i s   u s u a l l y   c a r r i e d   o u t   to   s a v e   t h e i r  

l i f e .   In  a d d i t i o n ,   c o m p o n e n t i a l   b l o o d   t r a n s f u s i o n   u s i n g  

p a c k e d   r e d   b l o o d   c e l l s   and  t h e   l i k e   a r e   c a r r i e d   o u t   in   t h e  

c a s e   of  h y p o p l a s t i c   a n e m i a ,   b l e e d i n g   due  to   h e p a t a r g i a ,  

s u r g i c a l   o p e r a t i o n s ,   c h r o n i c   r e n a l   d i s e a s e s   and  r e p l a c e m e n t  

t r a n s f u s i o n .  

B l o o d   to   be  t r a n s f u s e d   i s   c o l l e c t e d   f r o m   h e a l t h y  

a n i m a l s   and  s t o r e d   b e f o r e   u s e ,   and  v a r i o u s   s o l u t i o n s   f o r  

b l o o d   p r e s e r v a t i o n   or  r e d   b l o o d   c e l l   p r e s e r v a t i o n   a r e   u s e d  

b e c a u s e   t h e   t e r m   of  v a l i d i t y   of  s t o r e d   b l o o d   i s   l i m i t e d .  

T h e s e   s o l u t i o n s   f o r   p r e s e r v a t i o n   a r e   i s o t o n i c   w i t h o u t  

e x c e p t i o n ,   b u t   ACD  s o l u t i o n ,   CPD  s o l u t i o n ,   ADSOL®  s o l u t i o n  

and  t h e   l i k e   a r e   g e n e r a l l y   u s e d .  

Even   i f   s t o r e d   a t   4  to   6°C  u s i n g   s u c h   a  s o l u t i o n   f o r  

b l o o d   p r e s e r v a t i o n ,   n e i t h e r   b l o o d   nor  r ed   b l o o d   c e l l  
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r e m a i n s   v a l i d   f o r   more   t h a n   3  w e e k s .   S p e c i f i c a l l y   in   t h e  

c a s e   o f   h u m a n s ,   i t   i s   o f t e n   n e c e s s a r y   to   c h o o s e   s u i t a b l e  

d o n o r s   by  r e a s o n s   of   p r o b l e m s   s u c h   as  b l o o d   g r o u p  

i n c o m p a t i b i l i t y .   I t   i s   t h e r e f o r e   d e s i r e d   t h a t   a  s o l u t i o n  

f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   t h a t   e n a b l e s   t h e   I c n g - t e r n i   s t o r a g e  
o f   b l o c c ,   e s p e c i a l l y   r e d   b l o o d   c e l l s   ,  w i l l   be  d e v e l o p e d .  

D i s c l o s u r e   of  t h e   I n v e n t i o n  

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   p r o v i d e s   (1)  a  m e t h o d   f o r  

p r e s e r v i n g   b l o o d   or  r e d   b l o o d   c e l l s ,   c h a r a c t e r i z e d   b y  

s u s p e n d i n g   t h e   b l o o d   or   r e d   b l o o d   c e l l s   in   an  a q u e o u s  
s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o n t a i n i n g   o x a l i c   a c i d   or   a  

p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   t o  

r e n d e r   a  c o n c e n t r a t i o n   of   o x a l i c   a c i d   or"  a  p h y s i o l o g i c a l l y  

a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   i n   t h e   p r e p a r e d  

s u s p e n s i o n   0 . 1   t o   1  mM,  (2)  an  i m p r o v e d   c o m p o s i t i o n   f o r  

p r e s e r v a t i o n   of   b l o o d   or   r e d   b l o o d   c e l l s   c o n t a i n i n g   a n  

a n t i c o a g u l a n t   or   a  p r e s e r v a t i v e   f o r   r e d   b l o o d   c e l l s ,   t h e  

i m p r o v e m e n t   w h i c h   c o m p r i s e s   i n c o r p o r a t i n g   o x a l i c   a c i d   or  a  

p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   t o  

t h e   c o m p o s i t i o n   to   m a i n t a i n   t h e   p h y s i o l o g i c a l   a c t i v i t y   o f  

b l o o d   or   r e d   b l o o d   c e l l s ,   a n d   (3)  a  s u s p e n s i o n   of  r e d   b l o o d  

c e l l s   in   t h e   a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n .  

As  e x a m p l e s   of   t h e   p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   s a l t   o f  

o x a l i c   a c i d ,   t h e r e   may  be  m e n t i o n e d   a l k a l i   m e t a l   s a l t s   o f  

o x a l i c   a c i d   s u c h   as  s o d i u m   o x a l a t e   and   p o t a s s i u m   o x a l a t e ,  

b u t   o x a l i c   a c i d   i s   p r e f e r a b l y   u s e d .  

S u b s t a n c e s   o t h e r   t h a n   e i t h e r   o x a l i c   a c i d   or  i t s   s a l t  

w h i c h   a r e   u s e d   as   c o m p o n e n t s   of   t h e   c o m p o s i t i o n   f o r   b l o o d  

p r e s e r v a t i o n   i n c l u d e   p e r   se  known  a n t i c o a g u l a n t s   f o r   b l o o d  

p r e s e r v a t i o n   s u c h   as   ACD  ( 2 . 2   w e i g h t   p a r t s   of  s o d i u m  

c i t r a t e ,   0 . 8   w e i g h t   p a r t   of   c i t r i c   a c i d   and  2 . 4 5   w e i g h t  

p a r t s   o f   g l u c o s e ) ,   CPD  ( 2 . 5 7   w e i g h t   p a r t s   of  s o d i u m  

c i t r a t e ,   0 . 3 1   w e i g h t   p a r t   o f   c i t r i c   a c i d ,   0 . 2 1   w e i g h t   p a r t  
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of   s o d i u m   d i h y d r o g e n   p h o s p h a t e   and  2 .5   w e i g h t   p a r t s   o f  

g l u c o s e )   ,  A C D - a d e n i n e   ( 0 . 0 4 7   w e i g h t   p a r t   of  a d e n i n e   i s  

a d d e d   to  5 . 4 5   w e i g h t   p a r t s   of  a b o v e   ACD)  and  C P D - a d e n i n e  

( a d e n i n e   i s   a d d e d   to   a b o v e   CPD)  ,  and   p e r   se  k n o w n  

p r e s e r v a t i v e s   f o r   r e d   b l o o d   c e l l s   s u c h   as  A D S O L ® [ 2 . 0  

w e i g h t   p a r t s   of  g l u c o s e ,   0 . 9 5   w e i g h t   p a r t   of  s o d i u m  

c h l o r i d e   (or   2 .2   w e i g h t   p a r t s   of  g l u c o s e ,   0 . 90   w e i g h t   p a r t  
of   s o d i u m   c h l o r i d e )   ,  0 . 7 5   w e i g h t   p a r t   of  m a n n i t o l   and  0 . 0 2 7  

w e i g h t   p a r t   of  a d e n i n e ] .  

O x a l i c   a c i d   a n d / o r   i t s   p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   s a l t  

i s   d i s p e n s e d   to  t h e   c o m p o s i t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   s o  

t h a t   t h e   c o n c e n t r a t i o n   of  o x a l i c   a c i d   a n d / o r   i t s   s a l t   c a n  

be  0 . 1   mM  to  1  mM,  p r e f e r a b l y   0 .1   mM  to  0 .4   mM,  in  a  b l o o d  

p r e s e r v a t i o n   m i x t u r e   p r e p a r e d   by  s u s p e n d i n g   b l o o d   or  r e d  

b l o o d   c e l l s   in   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n .  

As  e x a m p l e s   of  s u c h   f o r m u l a t i o n s ,   t h e r e   may  be  m e n t i o n e d  

( i )   2 .2   w e i g h t   p a r t s   of   s o d i u m   c i t r a t e ,   0 . 8   w e i g h t   p a r t   o f  

c i t r i c   a c i d ,   2 . 4 5   w e i g h t   p a r t s   of  g l u c o s e   and  0 . 0 0 7   to   0 . 0 7  

w e i g h t   p a r t   of  o x a l i c   a c i d   a n d / o r   i t s   s a l t   ( h e r e i n a f t e r  

r e f e r r e d   to  as  A C D - o x a l i c   a c i d ) ,   ( i i )   2 . 5 7   w e i g h t   p a r t s   o f  

s o d i u m   c i t r a t e ,   0 . 3 1   w e i g h t   p a r t   of  c i t r i c   a c i d ,   0 . 2 1  

w e i g h t   p a r t   of  s o d i u m   d i h y d r o g e n   p h o s p h a t e ,   2 . 5   w e i g h t   p a r t s  

of   g l u c o s e   and  0 . 0 0 7   to   0 . 0 7   w e i g h t   p a r t   of  o x a l i c   a c i d  

a n d / o r   i t s   s a l t   ( h e r e i n a f t e r   r e f e r r e d   to   as  C P D - o x a l i c  

a c i d ) ,   ( i i i )   2 .2   w e i g h t   p a r t s   of  s o d i u m   c i t r a t e ,   0 .8   w e i g h t  

p a r t   of  c i t r i c   a c i d ,   2 . 4 5   w e i g h t   p a r t s   of  g l u c o s e ,   0 . 0 4 7  

w e i g h t   p a r t s   of  a d e n i n e   and  0 . 0 0 7   to   0 . 0 7   w e i g h t   p a r t   o f  

o x a l i c   a c i d   a n d / o r   i t s   s a l t   ( h e r e i n a f t e r   r e f e r r e d   to   a s  

A C D - a d e n i n e - o x a l i c   a c i d )   and  ( iv )   2 . 0   w e i g h t   p a r t s   o f  

g l u c o s e ,   0 . 95   w e i g h t   p a r t   of  s o d i u m   c h l o r i d e   (or   2 .2   w e i g h t  

p a r t s   of  g l u c o s e ,   0 . 9 0   w e i g h t   p a r t   of   s o d i u m   c h l o r i d e ) ,  

0 . 7 5   w e i g h t   p a r t   of   m a n n i t o l ,   0 . 0 2 7   w e i g h t   p a r t   of  a d e n i n e  

and   0 . 0 0 1 8   to  0 . 0 1 8   w e i g h t   p a r t   of  o x a l i c   a c i d   a n d / o r   i t s  

s a l t   ( h e r e i n a f t e r   r e f e r r e d   to  as  A D S O L - o x a l i c   a c i d ) .   T h e  

a b o v e   a m o u n t s   of  o x a l i c   a c i d   a n d / o r   i t s   s a l t   to   b e  
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d i s p e n s e d   can   v a r y   w i t h   t h e   s o r t   of  t h e   o b j e c t   to   b e  

p r e s e r v e d   ( b l o o d   or  r e d   b l o o d   c e l l s )   and  t h e   v o l u m e   of  t h e  

a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   to   be  u s e d   f o r   t h e  

o b j e c t   t o   be  p r e s e r v e d .   O t h e r   s u b s t a n c e s   w h i c h   do  n o t  

i n t e r f e r e   w i t h   t h e   p r e s e r v a t i o n   of   b l o o d   or  r ed   b l o o d  

c e l l s ,   s u c h   as  a s c o r b i c   a c i d   and   i t s   d e r i v a t i v e s   ( e . g .  

m a g n e s i u m   a s c o r b a t e   p h o s p h a t e )   may  a l s o   be  a d d e d .  

The  c o m p o s i t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   of  t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n   may  be  s o l i d   ( p o w d e r ,   g r a n u l e s ,   e t c . )   or  l i q u i d  

( a q u e o u s   s o l u t i o n ,   e t c . ) .   When  p r e p a r e d   as  a  l i q u i d  

c o m p o s i t i o n ,   i t   i s   n o t   n e c e s s a r i l y   an  i s o t o n i c   s o l u t i o n ,  

and   may  be  a  h y p e r   t o n i c   s o l u t i o n .   When  p r e p a r e d   as  a  s o l i d  

c o m p o s i t i o n ,   i t   can   be  d i l u t e d   w i t h   d i s t i l l e d   w a t e r   f o r  

i n j e c t i o n   to   p r e p a r e   an  i s o t o n i c   s o l u t i o n   b e f o r e   u s e .   When  

p r e p a r e d   as  a  h y p e r t o n i c   s o l u t i o n ,   i t   can   be  d i l u t e d   w i t h  

d i s t i l l e d   w a t e r   f o r   i n j e c t i o n   t o   p r e p a r e   an  i s o t o n i c  

s o l u t i o n   b e f o r e   u s e . .  

The  a m o u n t   o f   d i s t i l l e d   w a t e r   f o r   i n j e c t i o n   u s e d   f o r  

p r e p a r a t i o n   of   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n  

v a r i e s   w i t h   t h e   s o r t   and   a m o u n t   o f   t h e   a n t i c o a g u l a n t   or  t h e  

p r e s e r v a t i v e   f o r   r e d   b l o o d   c e l l s   to   be  u s e d   and  t h e   a m o u n t  

of   o x a l i c   a c i d   a n d / o r   i t s   s a l t   to   be  u s e d ,   b u t ,   f o r  

e x a m p l e ,   i t   i s   p r e f e r a b l e   t h a t   5 . 4 6 - 5 . 5 2   g  of  A C D - o x a l i c  

a c i d ,   5 . 6 0 - 5 . 6 6   g  of   C P D - o x a l i c   a c i d ,   5 . 5 0 - 5 . 5 7   g  of  ACD- 

a d e n i n e - o x a l i c   a c i d   or  3 . 7 3 - 3 . 7 5   g  of  A D S O L - o x a l i c   a c i d   b e  

d i l u t e d   w i t h   d i s t i l l e d   w a t e r   f o r   i n j e c t i o n   to   a  t o t a l  

v o l u m e   of   100  m ^ .  

The  p r e p a r a t i o n   of   t h e   c o m p o s i t i o n   f o r   b l o o d  

p r e s e r v a t i o n   and  r e d   b l o o d   c e l l   s u s p e n s i o n   of  t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n ,   i n c l u d i n g   t h e   d i s t r i b u t i o n   of  o x a l i c   a c i d   or  i t s  

s a l t   to   t h e   a n t i c o a g u l a n t   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   or  t h e  

p r e s e r v a t i v e   f o r   r e d   b l o o d   c e l l s   can   be  a c h i e v e d   u s i n g  

c o n v e n t i o n a l   m e t h o d s   . 
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The  a m o u n t   of   a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n  

u s e d   f o r   s t o r a g e   of   b l o o d   v a r i e s   w i t h   t h e   s o r t   and   a m o u n t  

of  t h e   a q u e o u s   s o l u t i o n   to   be  u s e d ;   f o r   e x a m p l e   ,  i t   i s  

p r e f e r a b l e   t h a t   75  m£  of  t h e   A C D - o x a l i c   a c i d   s o l u t i o n   o r  

A C D - a d e n i n e - o x a l i c   a c i d   s o l u t i o n   or  70  m£  of  t h e   C P D - o x a l i c  

a c i d   s o l u t i o n   can   be  u s e d   f o r   e a c h   500  m£  of  b l o o d .   T h e  

a m o u n t   of  a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   u s e d   f o r  

s t o r a g e   of  r e d   b l o o d   c e l l s   v a r i e s   w i t h   t h e   s o r t   and   a m o u n t  

of  t h e   a q u e o u s   s o l u t i o n ;   f o r   e x a m p l e ,   when  t h e   A D S O L - o x a l i c  

a c i d   s o l u t i o n   i s   u s e d ,   i t   i s   p r e f e r a b l e   t h a t   100  m£  of   t h e  

A D S O L - o x a l i c   a c i d   s o l u t i o n   is   u s e d   to   100  m£  of  ADSOL 

s o l u t i o n   in  w h i c h   r e d   b l o o d   c e l l s   a r e   s u s p e n d e d ,   so  t h a t  

r e d   b l o o d   c e l l s   c an   be  s u s p e n d e d   in  t h e   p r e p a r e d   A D S O L -  

o x a l i c   a c i d   s u s p e n s i o n   to  a  c o n c e n t r a t i o n   of  5  x  1011  to   5 

x  1013  c e l l s   (more   p r e f e r a b l y   1  x  1012  to   1  x  1013  c e l l s ,  

f u r t h e r   p r e f e r a b l y   4  x  1012  to  6  x  1012  c e l l s )   p e r   1  £  o f  

t h e   s u s p e n s i o n .   When  r e d   b l o o d   c e l l s   a r e   p r e s e r v e d   u s i n g  

an  a n t i c o a g u l a n t   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   s u c h   as  ACD,  A C D -  

a d e n i n e ,   CPD  or  C P D - a d e n i n e ,   o x a l i c   a c i d   or  i t s   s a l t   i s  

s i m i l a r l y   d i s s o l v e d   in   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d  

p r e s e r v a t i o n   to   a  f i n a l   c o n c e n t r a t i o n   of   0 .1   to   1  m M .  

The  c o m p o s i t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   of  t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n   can   be  s i m i l a r l y   u s e d   f o r   p r e s e r v a t i o n   of   b l o o d  

or  r e d   b l o o d   c e l l s   of   w a r m - b l o o d e d   a n i m a l s   b e s i d e s   h u m a n  

( e . g .   s h e e p ,   d o g ,   h e n ,   r a t ,   m o u s e ) .   I t   i s   p r e f e r a b l e   t h a t  

o x a l i c   a c i d   a n d / o r   a  p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   s a l t  

t h e r e o f   i s   d i s p e n s e d   to   t h e   c o m p o s i t i o n   f o r   b l o o d  

p r e s e r v a t i o n   so  t h a t   t h e   c o n c e n t r a t i o n   of  o x a l i c   a c i d  

a n d / o r   i t s   s a l t   can   be  0 .1   mM  to  1  mM,  p r e f e r a b l y   0 . 1   mM 

to  0 .4   mM,  in   a  b l o o d   p r e s e r v a t i o n   m i x t u r e   p r e p a r e d   b y  

s u s p e n d i n g   b l o o d   or  r e d   b l o o d   c e l l s   in  an  a q u e o u s   s o l u t i o n  

f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n .   R e f e r r i n g   to   s u b s t a n c e s   o t h e r   t h a n  

o x a l i c   a c i d   or  i t s   s a l t   as  c o m p o n e n t s   of  t h e   c o m p o s i t i o n  

f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n ,   t h e r e   a r e   u s e d   a n t i c o a g u l a n t s   a n d  

p r e s e r v a t i v e s   f o r   r e d   b l o o d   c e l l s   w h i c h   a r e   s u i t a b l e   f o r  
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p r e s e r v a t i o n   of   b l o o d   or  r e d   b l o o d   c e l l s   of  e a c h   a n i m a l .  

For   t h e   p u r p o s e   of   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   of  r a t ,   f o r   e x a m p l e ,  

i t   i s   p r e f e r a b l e   t h a t   100  m.4  of  A l s e v e r - o x a l i c   a c i d  

s o l u t i o n   [ p r e p a r e d   by  a d d i n g   0 .2   to   2 .0   mM  of  o x a l i c   a c i d  

c r   i t s   s a l t   to   A l s e v e r ' s   s o l u t i o n   c o m p r i s i n g   2 0 . 5   g  o f  

G l u c o s e ,   4 . 2   g  of   s o d i u m   c h l o r i d e ,   8 . 0   g  of  s o d i u m   c i t r a t e  

and   s u i t a b l e   a m o u n t   ( a b o u t   0 . 6 3   g)  of   c i t r i c   a c i d   p e r   1  4  

(pH  6 . 1 ) 3   i s   u s e d   to   100  m£  of  b l o o d   of   r a t .  

I t   i s   u s u a l l y   p r e f e r a b l e   t h a t   t h e   s t o r a g e   of  b l o o d   o r  

r e d   b l o o d   c e l l s   u s i n g   t h e   a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d  

p r e s e r v a t i o n   be  a t   4  to   6  ° C .  

The  p h y s i o l o g i c a l   a c t i v i t y   of  r e d   b l o o d   c e l l s   i s  

p r o l o n g e d   when  s t o r e d   by  an  a q u e o u s   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g  

o x a l i c   a c i d   or   i t s   s a l t .  

The  c o m p o s i t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   of  t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n   i s   u s e f u l   f o r   l o n g - t e r m   s t o r a g e   of   b l o o d ,  

s p e c i f i c a l l y   r e d   b l o o d   c e l l s .  

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   i s   h e r e i n a f t e r   i l l u s t r a t e d   m o r e  

c o n c r e t e l y   w i t h   some  e x a m p l e s ,   b u t   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n  

s h o u l d   n o t   be  l i m i t e d   t h e r e t o .  

E x a m p l e   1  

Two  (2)  g  of   g l u c o s e ,   0 . 9 5   g  of   s o d i u m   c h l o r i d e ,   0 . 7 5  

g  of  m a n n i t o l ,   0 . 0 2 7   g  of   a d e n i n e   and   1 . 8   mg  of   o x a l i c   a c i d  

a r e   d i s s o l v e d   i n   d i s t i l l e d   w a t e r   t o   a  t o t a l   v o l u m e   of   1 0 0  

m£,  t h e n   t h e   s o l u t i o n   i s   s t e r i l i z e d   by  f i l t r a t i o n   u s i n g   a  

s t e r i l e   f i l t e r   t o   p r e p a r e   a  0 . 2   mM  o x a l i c   a c i d - A D S O L ®  

s o l u t i o n .   The  r e s u l t i n g   s o l u t i o n   i s   a d d e d   t o   an  e q u a l  

v o l u m e   of   a  s u s p e n s i o n   of   r e d   b l o o d   c e l l s   in   ADSOL®. 

E x a m p l e   2 
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U s i n g   t h e   same  p r o c e d u r e   as  in   E x a m p l e   1  e x c e p t   f o r  

u s i n g   7 .2   mg  of   o x a l i c   a c i d ,   a  0 . 8   mM  o x a l i c   a c i d - A D S O L ®  
s o l u t i o n   i s   p r e p a r e d .   The  r e s u l t i n g   s o l u t i o n   i s   a d d e d   t o  
an  e q u a l   v o l u m e   of  a  s u s p e n s i o n   of  r e d   b l o o d   c e l l s   i n  
ADSOL®. 

E x a m p l e   3 

In  d i s t i l l e d   w a t e r   a r e   d i s s o l v e d   2 0 . 5   g  of  g l u c o s e ,  
4 .2   g  of  s o d i u m   c h l o r i d e   and  8 .0   g  of   s o d i u m   c i t r a t e ,   and  a  
s u i t a b l e   a m o u n t   of  c i t r i c   a c i d   and  d i s t i l l e d   w a t e r   a r e  
a d d e d   to   t h e   m i x t u r e   to  p r e p a r e   1  £  of   A l s e v e r ' s   s o l u t i o n  
h a v i n g   a  pH  v a l u e   of  6 . 1 .   To  t h i s   s o l u t i o n   i s   a d d e d   72  mg 
of  o x a l i c   a c i d   and  t h e   r e s u l t i n g   m i x t u r e   i s   s t e r i l i z e d   b y  
f i l t r a t i o n   to  p r e p a r e   0 .8   mM  o x a l i c   a c i d - A l s e v e r   ' s  
s o l u t i o n .   The  p r e p a r e d   s o l u t i o n   i s   a d d e d   to  an  e q u a l  
v o l u m e   of  b l o o d   of  r a t   (or   c i t r i c   a c i d - a d d i t i o n   r a t   b l o o d ) .  

E x a m p l e   4 

In  d i s t i l l e d   w a t e r   a r e   d i s s o l v e d   2 6 . 3   g  of  s o d i u m  
c i t r a t e ,   3 . 2 7   g  of  c i t r i c   a c i d ,   2 3 . 2   g  of  g l u c o s e ,   2 . 5 1   g  
of  s o d i u m   d i h y d r o g e n   p h o s p h a t e   ( d i h y d r a t e )   ,  55  mg  of   a d e n i n e  
and  29  mg  of  o x a l i c   a c i d   to  a  t o t a l   v o l u m e   of  100  m^.  T h i s  
s o l u t i o n   i s   s t e r i l i z e d   by  f i l t r a t i o n   to   p r e p a r e  
c o n c e n t r a t e d   C P D - a d e n i n e - o x a l i c   a c i d   s o l u t i o n .   F o u r t e e n  
(14)   m£  of  t h i s   s o l u t i o n   may  be  a d d e d   to   100  m£  of   b l o o d .  

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   i s   h e r e i n a f t e r   i l l u s t r a t e d   i n  
more   d e t a i l   w i t h   e x p e r i m e n t a l   e x a m p l e s .  

E x p e r i m e n t a l   E x a m p l e   1  

A b o u t   0 .5   m^  of  r e d   b l o o d   c e l l s   c o l l e c t e d   f r o m   a  
h e a l t h y   a d u l t   human  was  w a s h e d   w i t h   a b o u t   a  1 0 - f o l d   v o l u m e  
of  ADSOL®  ( i s o t o n i c   s o l u t i o n   c o m p o s e d   of   s o d i u m   c h l o r i d e ,  
g l u c o s e ,   a d e n i n e   and  m a n n i t o l )   to   o b t a i n   1  nu?  of  an  ADSOL 
s u s p e n s i o n   [ h e m o g l o b i n   c o n t e n t :   a b o u t   0 . 1   g / m ^ 1 ^ ] .   To  t h i s  
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s u s p e n s i o n ,   1  m*  of   0 . 2   mM  or  0 . 8   mM  o x a l i c   a c i d - A D S O L ®  

s o l u t i o n   was  a d d e d   to   p r e p a r e   a  s a m p l e .   The  r e t e n t i o n   r a t e  

of   r e d   b l o o d   c e l l   f u n c t i o n   was  d e t e r m i n e d   by  m e a s u r i n g   t h e  

a m o u n t s   of   2 , 3 - d i p h o s p h o g l y c e r a t e 2 >   in   t h e   r e d   b l o o d   c e l l s .  

F c r   c o m p a r i s o n ,   E D T A - a d d i t i o n   s o l u t i o n s   w e r e   a l s o   e x a m i n e d ,  

w h i c h   w e r e   t h o u g h t   to   i n h i b i t   b l o o d   c o a g u l a t i o n   v i a   b i n d i n g  

w i t h   Ca2+  i o n s   in   b l o o d   p l a s m a .   As  a  r e s u l t ,   as  shown  i n  

T a b l e   1,  i t   was  f o u n d   t h a t   when  s t o r e d   in   a  s o l u t i o n  

c o n t a i n i n g   o x a l i c   a c i d ,   r e d   b l o o d   c e l l s   h o l d   t h e i r   f u n c t i o n  

f o r   a  l o n g e r   p e r i o d   t h a n   in   an  o r d i n a r y   s o l u t i o n   f o r   b l o o d  

s t o r a g e .  

1)  The  c y a n m e t h e m o g l o b i n   c o n t e n t s   w e r e   d e t e r m i n e d  

u s i n g   t h e   h e m o g l o b i n   a s s a y   k i t   " H e m o g l o b i n - T e s t - W a k o " ,  

m a n u f a c t u r e d   by  Wako  P u r e   C h e m i c a l .  

2)  N i s h i n a ,   H.  :  R i n s h o   K e n s a   G i j u t s u   Z e n s h o   V o l .   3 ,  

K e t s u e k i   K e n s a   (Book  f o r   M e d i c a l   T e c h n o l o g y ,   v o l .   3 ,  

H e m a n a l y s i s ) ,   e d i t e d   by  S h i r o   M i u r a ,   T o k y o ,   I g a k u   S h o i n ,  

1 9 7 2 ,   pp .   3 2 4 - 3 2 5 .  
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T a b l e   1  2 , 3 - D i p h o s p h o g l y c e r a t e   C o n t e n t s   in  Red  B l o o d   C e l l s  

C?™P°u+nd  2 , 3 - D i p h o s p h o g l y c e r a t e   C o n t e n t  
A ^ l o l °   fcmol /g   H e m o g l o b i n )  

Solu t ion   (Final  ' 

C o n c e n t r a t i o n ,  
mM)  2nd  Day  8th  Day  15th  Day  21st  Day  36th  Day  

Not  a d d e d   10.5  12.5  . 4 . 1   1.0  0 .5  

EDTA2Na  11.0  8.0  2.2  0  0  5 
(0.4) 

EDTA2Na  10.5  9.0  3.6  0  5  0  3 
(0.1) 

Oxa l i cac id   9.0  13.5  16.4  140  1 0 7  
(0.4) 

Oxa l i cac id   10.5  14.5  14.6  8  5  4  5  
(o.D  ■ ■ ■ ' ■ ■  

As  f o r   s u b s t a n c e s   s i m i l a r   to   o x a l i c   a c i d /   2 , 3 -  
d i p h o s p h o g l y c e r a t e   c o n t e n t s   we re   a l s o   d e t e r m i n e d   in   t h e  
same  m a n n e r   as   a b o v e   to   e x a m i n e   o x a l i c   a c i d   f o r   s p e c i f i c  
p o s i t i v e   e f f e c t   on  t h e   r e t e n t i o n   of   r ed   b l o o d   c e l l  
f u n c t i o n .   As  a  r e s u l t ,   as  shown  in  T a b l e   2,  i t   was  p r o v e d  
t h a t   t h e   e f f e c t   was  s p e c i f i c   to   o x a l i c   a c i d .  
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T a b l e   2  E f f e c t   of   V a r i o u s   A c i d s   on  t h e   2 , 3 - D i p h o s p h o -  

g l y c e r a t e   C o n t e n t s   in   Red  B l o o d   C e l l s  

C o m p o u n d   2 , 3 - D i p h o s p h o g l y c e r a t e   C o n t e n t  
A d d e d   to  ( u m o l / g   H e m o a l o b i n )  

ADSOL 
Solu t ion   (Final  i  j 
C O n C m S a t l ° n '   Oth  Day  7th  Day  14th  D a y  

18.8  10 .5  
Not  a d d e d   14 .2  

Oxalic  acid  15.0  20.5  19 .8  

(0 .1)  

Citric  acid  15.8  18.8  10 .8  

(0 .1)  

Succ in i cac id   15.2  18.9  1 0 . 2  

(0.1)  

M a l o n i c a c i d   14.6  19.6  10-9 

(0.1)  

E x p e r i m e n t a l   E x a m p l e   2 

From  a  r a t   ( m a l e   W i s t e r ,   1 0 - 1 2   w e e k s   of  a g e ) ,   9  m*  o f  

b l o o d   was  c o l l e c t e d   and   i m m e d i a t e l y   a d d e d   to   1  m*  of   c i t r i c  

a c i d   to   p r e p a r e   b l o o d   s u s p e n s i o n .   To  t h i s   s u s p e n s i o n   i s  

a d d e d   10  m*  of   0 . 8   nM  o x a l i c   a c i d - A l s e v e r   '  s  s o l u t i o n ,   a n d  

t h e   r e s u l t i n g   m i x t u r e   was  s t o r e d   a t   4°C  w h i l e   2 , 3 -  

d i p h o s p h o g l y c e r a t e   c o n t e n t s   i n   r e d   b l o o d   c e l l s   w e r e  

m e a s u r e d .   The  same  p r o c e d u r e   was  a p p l i e d   to   A l s e v e r ' s  

s o l u t i o n   n o t   c o n t a i n i n g   o x a l i c   a c i d .  

As  a  r e s u l t ,   as  shown  in   T a b l e   3,  i t   was  f o u n d   t h a t  

when  s t o r e d   in   A l s e v e r ' s   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   o x a l i c   a c i d ,  

r e d   b l o o d   c e l l s   h o l d   t h e i r   f u n c t i o n   f o r   l o n g e r   p e r i o d   t h a n  

in  A l s e v e r ' s   s o l u t i o n   to   w h i c h   o x a l i c   a c i d   was  n o t   a d d e d .  
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T a b l e   3  2,  3 - D i p h q s p h o g l y c e r a t e   C o n t e n t s   in   R a t  

Red  B l o o d   C e l l s  

Compound   Added   to   2 , 3 - D i p h o s p h o g l y c e r a t e   C o n t e n t  

A l s e v e r ' s   S o l u t i o n   ( u m o l / g   H e m o g l o b i n )  

( F i n a l   C o n c e n t r a t i o n ,   mM)  Oth  Day  8 t h   Day  1 9 t h   D a y  

Not  a d d e d   2 4 . 5   3 .9   0 . 7  
* 

O x a l i c   a c i d   ( 0 . 4 )   2 2 . 5   2 2 . 5   1 4 . 3  

E x p e r i m e n t a l   E x a m p l e   3 

From  a  h e a l t h y   a d u l t   human ,   7  m£  of   b l o o d   w a s  
c o l l e c t e d   and  i m m e d i a t e l y   0 . 9 8   m£  of   C P D - a d e n i n e - o x a l i c  
a c i d   s o l u t i o n   p r e p a r e d   in  E x a m p l e   4  was  a d d e d   to   t h e   b l o o d .  
The  r e s u l t i n g   m i x t u r e   was  s t o r e d   a t   4°C  w h i l e   2 , 3 -  
d i p h o s p h o g l y c e r a t e   c o n t e n t s   in   r e d   b l o o d   c e l l s   w e r e  
m e a s u r e d .   The  same  p r o c e d u r e   was  a p p l i e d   to   c o n c e n t r a t e d  
C P D - a d e n i n e   s o l u t i o n   n o t   c o n t a i n i n g   o x a l i c   a c i d .  

As  a  r e s u l t ,   as  shown  in  T a b l e   4,  i t   was  f o u n d   t h a t  
when  s t o r e d   i n   C P D - a d e n i n e   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   o x a l i c   a c i d ,  
r e d   b l o o d   c e l l s   h o l d   t h e i r   f u n c t i o n   f o r   l o n g e r   p e r i o d .  
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2,  3 - D i p h o s p h o g l y c e r a t e   C o n t e n t s   i n   R e d  

B l o o d   C e l l s  

T a b l e   4 

2  ,  3 - D i p h o s p h o g l y c e r a t e  

( j i m o l / g   H e m o g l o b i n )  

Compound   A d d e d   t o  

C ? D - a d e n i n e   S o l u t i o n  

( F i n a l   C o n c e n t r a t i o n ,   mM)  Oth  Day  8 t h   Day  1 5 t h   D a y  

Hot  a d d e d   1 1 - 6   1 -1   0 . 6  

O x a l i c   a c i d   ( 0 . 4 )   1 3 . 3   7 . 4   5 . 1  
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What  i s   c l a i m e d   i s :   . . .  

1.  A  m e t h o d   f o r   p r e s e r v i n g   r e d   b l o o d   c e l l s ,   c h a r a c t e r i z e d  
by  s u s p e n d i n g   s a i d   r ed   b l o o d   c e l l s   in  an  a q u e o u s   s o l u t i o n  
f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o n t a i n i n g   o x a l i c   a c i d   or  a  
p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   t o  
r e n d e r   a  c o n c e n t r a t i o n   of  o x a l i c   a c i d   or  a  p h y s i o l o g i c a l l v  
a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   in   t h e   p r e p a r e d   r e d  
b l o o d   c e l l s   s u s p e n s i o n   0 .1   to   1  m M .  

2.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to   c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e  
c o n c e n t r a t i o n   of  o x a l i c   a c i d   or  a  p h y s i o l o g i c a l l y ,  
a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   in  t h e   p r e p a r e d  
s u s p e n s i o n   i s   0 .1   to  0 .4   m M .  

3.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to  c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e   a q u e o u s  
s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o m p r i s e s   (1)  g l u c o s e ,   ( 2 )  
s o d i u m   c h l o r i d e ,   (3)  m a n n i t o l ,   (4)  a d e n i n e   and  (5)  o x a l i c  
a c i d   or  a  p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t  
t h e r e o f .  

4.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to   c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e   a q u e o u s  
s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o m p r i s e s   (1)  s o d i u m  
c i t r a t e ,   (2)  c i t r i c   a c i d ,   (3)  g l u c o s e   and  (4)  o x a l i c   a c i d  
or  a  p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f .  

5.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to   c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e   a q u e o u s  
s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o m p r i s e s   (1)  s o d i u m  
c i t r a t e ,   (2)  c i t r i c   a c i d ,   (3)  s o d i u m   d i h y d r o g e n   p h o s p h a t e ,  
(4)  g l u c o s e   and   (5)  o x a l i c   a c i d   or  a  p h y s i o l o g i c a l l y  
a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f .  

6.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to   c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e   a q u e o u s  
s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o m p r i s e s   (1)  s o d i u m  
c i t r a t e ,   (2)  c i t r i c   a c i d ,   (3)  g l u c o s e ,   (4)  a d e n i n e   and  ( 5 )  
o x a l i c   a c i d   or  a  p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e  
s a l t   t h e r e o f .  

7.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to  c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e   a q u e o u s  
s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o m p r i s e s   (1)  s o d i u m  
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c i t r a t e ,   (2)  c i t r i c   a c i d ,   (3)  s o d i u m   d i h y d r o g e n   p h o s p h a t e ,  

(4)  g l u c o s e ,   (5)  a d e n i n e   and  (6)  o x a l i c   a c i d   or  a  

p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f .  

8.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to   c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e   a q u e o u s  

s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o m p r i s e s   (1)  g l u c o s e   ,  ( 2 )  

s o d i u m   c h l o r i d e ,   (3)  s o d i u m   c i t r a t e ,   (4)  c i t r i c   a c i d   a n d  

(5)  o x a l i c   a c i d   or  a  p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r -  

s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f .  

9.  A  m e t h o d   f o r   p r e s e r v i n g   b l o o d ,   c h a r a c t e r i z e d   by  a d d i n g  

an  a q u e o u s   s o l u t i o n   f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o n t a i n i n g  

o x a l i c   a c i d   or   a  p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e  

s a l t   t h e r e o f   to   s a i d   b l o o d   to   r e n d e r   a  c o n c e n t r a t i o n   o f  

o x a l i c   a c i d   or   a  p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e  

s a l t   t h e r e o f   in   t h e   p r e p a r e d   b l o o d   s u s p e n s i o n   0 . 1   to   1  m M .  

10 .   A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to   c l a i m   9,  w h e r e i n   t h e  

c o n c e n t r a t i o n .   of  o x a l i c   a c i d   or  a  p h y s i o l o g i c a l l y  

a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   i n   t h e   p r e p a r e d   b l o o d  

s u s p e n s i o n   i s   0 . 1   to   0 . 4   m M .  

11.   An  i m p r o v e d   c o m p o s i t i o n   f o r   p r e s e r v a t i o n   of   b l o o d   o r  

r e d   b l o o d   c e l l s   c o n t a i n i n g   an  a n t i c o a g u l a n t   or  a  

p r e s e r v a t i v e   f o r   r e d   b l o o d   c e l l s ,   t h e   i m p r o v e m e n t   w h i c h  

c o m p r i s e s   i n c o r p o r a t i n g   o x a l i c   a c i d   o r   a  p h y s i o l o g i c a l l y  

a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   t o   t h e   c o m p o s i t i o n   t o  

m a i n t a i n   t h e   p h y s i o l o g i c a l   a c t i v i t y   of   b l o o d   or   r e d   b l o o d  

c e l l s .  

12 .   A  s u s p e n s i o n   of   r e d   b l o o d   c e l l s   i n   an  a q u e o u s   s o l u t i o n  

f o r   b l o o d   p r e s e r v a t i o n   c o n t a i n i n g   o x a l i c   a c i d   or  a  

p h y s i o l o g i c a l l y   a c c e p t a b l e   w a t e r - s o l u b l e   s a l t   t h e r e o f   o f  

w h i c h   t h e   c o n c e n t r a t i o n   i s   0 . 1   to   1  mM. 
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